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論 文 内 容 要 旨
胆汁酸 は、肝 におい てコ レステロールか ら生合成 される炭素数24個 のカルボ ン酸であ る。一次胆汁酸
で ある コール酸 お よび ケノデオキシ コール酸 は、胆汁酸CoAリ ガーゼの作用 に よってCoAチ オエ ステル
へ と変化 された後、そ の大部 分 はN一ア シル転移酵 素 によ りグリシ ンあるい はタウ リン抱合 に変 換 され、
胆管 を経 て十二指腸へ と分泌 され る。 ここで脂 質の吸収 を促進 した後、腸上皮細胞か ら再吸収 され、門脈
を経て再 び肝 に戻 る とい う、いわゆる腸 肝循環 を行 ってい る。 この間、腸管 内の胆汁酸の多 くは、腸 内細
菌 に よる側鎖 ア ミノ酸 の脱抱合 を受 けて遊 離型 に変換 された後 に、その一部が7α 位水酸基 の脱離 ・異性
化 を経 て二次胆汁酸で あるデオキシコール酸(DCA)、 リ トコール酸お よびウルソデオキシ コール酸へ と
変換 され る。先 に も述べた ように、胆汁酸の ア ミノ酸抱合反応の基質はCoAチ オエステルで あ り、その生
合成 はbiuniunibiping-pong機 構で進行す るこ とが明 らか にされ てい る。すなわち、側鎖末端の カルボ
キシル基がATPと 反応 してAMPと の混合酸無水物 である胆汁酸 アシルアデニ レー トを生成 した後、AMP
の脱離 と同時にCoAが 付加 してCoAチ オエステルが生合成 される。本反応 の中間体 であ るアシルアデニ
レー トは きわめて反応性が高 く、蛋白質 やペ プチ ド中の ε一ア ミノ基 と容易 に反応 して不可逆的 な付加体 を








、核蛋 白質であ るヒス トンのH2A、H2B、H3お よびH4は 、 それぞれ2分 子ずつか らなる ヒス トン
オ クタマ ー を形 成 し、 これ にDNA鎖 が約2回 巻 き付 い てヌク レオ ソーム を構i成している。 これ らのコア
ヒス トンはいずれ も分子量11,000～15,000の 塩 基性蛋 白質で あ り、 この うちH3やH4のN末 端部 は ランダ
ム コイル構造 を とるこ とか らきわめて可動性 に富 んでい るうえ、特 にピス トンH3のN末 端部 には多 くの
リジ ン残基が存在 している。 したが って ヒス トンH3のN末 端部 には種 々の酵素が結合 しやす く、 アセチ
ル化 、メチル化 、 リン酸化、ユ ビキチ ン化 な どの多彩 な翻訳後修飾 を受 ける。 こう したピス トンの翻訳後
修飾 においては、単独 の修飾が単一の機 能発現 に関わ るのみ ならず、複数 の修飾の組み合わせが機 能発現
を制御 す る とい う、"ヒ ス トンコー ド仮説"が 提 唱 されてい る。例 えば、 ヒス トンH3の10位 セ リンの.リ
ン酸化 は染色 体凝縮 の開始 に関与するが、同時 に9、14位 リジンのアセチル化 を促進 して転写 を活性化す
る。 また9位 リジ ンのメチル化はDNAメ チル化 に関与す るが 、 リン酸化 され た10位 セ リンは逆 に9位 の
メチル化 を阻害 す る。 この よ うに ヒス トンH3に お ける翻訳後修飾 は、相 互 に厳密 に制御 されてお り、N
末端部 における翻訳後修飾 の異常 は様 々な生理機能 に影響 を及ぼす もの と考 え られ る。以上の ような観点
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か ら、胆汁酸付加蛋 白質の解析手 法 を構 築 し、 これを用 いてinvitroに お ける胆汁酸 アシルアデニ レー ト
を介す るピス トンH3のN末 端部 との不可逆的 な共有結合付加体生成の可能性 を検討す ることとした。
胆汁酸付加蛋 白質 を解析す るには、酵素消化 して得 られたペプチ ド断片混合物のマススペク トロメ トリ
ー(MS)に よる解析が不可欠 となる。通常ペ プチ ドのMS分 析 に用い られる、 マ トリ ックス支援 レーザ ー
脱離 イオ ン化(MALDI)法 やエ レク トロスプ レーイオ ン化(ESI)法 は、N末 端や塩基性 ア ミノ酸側鎖 に
局在す る正電荷 に よって、 イオン化効率が左右 され る。胆 汁酸 ア シルアデニ レー トによる反応 は、 リジ ン
残基側 鎖の ε一ア ミノ基 を介する ものであ り、生成 した付加体 は未修飾 のペプチ ドに比べてイオ ン化効率が
低下する。そればか りか、非酵 素的な付加反応 は酵 素反応 と異 な り、反応効率は低 い もの と考 え られるう
え、酵 素消化 に よって生 じた さらに多量 の爽雑ペ プチ ドの影響 に より、微量の付加 ペプチ ドの検 出は きわ
めて困難な課題 となる。 したがって、本研究 目的の達成 には、複雑 なペ プチ ド断片 混合物 中の微量 の胆汁
酸付加 ペプチ ドを選択的 に捕捉 する ことが重要 となる。そ こで胆汁酸 に対 して高い親和性 を有す る抗胆汁
酸モ ノクローナル抗体 を固定化 したゲル を用 いて、付加ペ プチ ドをアフ ィニ ティー抽 出す るこ ととした。
まず、抗DCAモ ノクローナル抗体 をアガロースゲル に固定化 し、 これ に対 してDCA付 加蛋 白質 を断片
化 して得 られたペ プチ ド混合物 を加 えた後、種 々の洗 浄液 を用いて爽雑 ピークの洗浄効果 を検討 した結果、
20mM酢 酸 アンモニウム緩衝液(pH5.0)/メ タノール(19:!、v/v)混 液 を用い るとき、非特異 的吸着ペ
プチ ドを最 も効率的 に洗 浄で きることが判 明 した。 また、溶出 には0.1%TFAを 含 む水/メ タノール(1:1、
v/v)混 液 を用い るとき、最 も効率良 く付加ペ プチ ドを抽出で きるこ とが判明 した。
次 に、DCAア シルアデニ レー トとピス トンH3と の付加体生成 の可能性 につ いて検討 を加 えた。pH6.8
の40mMリ ン酸緩衝液 に溶解 した リコンビナ ン トの ヒ ト型 ヒス トンH3に 対 して10当 量のDCAア シル ア
デニ レー トを加 え、37℃ で24時 間インキュベー トした。過剰 なDCAア シルアデニ レー ト及びDCAを 除去
した後、エ ン ドプロテアーゼArg-Cに よりペ プチ ドに断片化 し、先 に確立 したイムノアフ ィニテ ィー条件
を用 いてDCA付 加 ペプチ ドを抽 出 した。得 られたペ フ.チド試料 をMALDI-TOFMS分 析 した ところ、抽 出
前の反応物か らは未修飾 のペ プチ ド6種 お よび374Daの 質量 シフ トを伴 うDCA1分 子付加体 に相 当す るペ
プチ ド9種 を検出 した。 この試料 をイム ノア フィニテ ィー抽 出する ことに より、未修飾のペ プチ ドはすべ
て除去 され、9種 の付 加ペ プチ ドのみがマススペ ク トル上 に確認 され た。 また、 イムノアフ ィニ テ ィー抽
出前 のMALDI-TOFマ ススペ ク トル を詳細 に検討 したところ、C末 端 よ りのペ プチ ドについて は未修飾 の
ペ プチ ドも同時に検 出 されている ものの、N末 端側 のペ プチ ドにおいて は未修飾 ペプチ ドは認 め られない
ことが明 らか となった。 この ことか ら、 ヒス トンH3分 子 内の各 リジン残 基側鎖の ア ミノ基の反応性が異
なる ことが示唆 され た。続 いてDCA付 加部位 の解析 をnano-ESI-MSIMS測 定 によ り行 った。各DCA付 加
ペ プチ ドの2価 または3価 イオ ンをプ リカーサ ーイオ ンとするプ ロダク トイ オンスペ ク トル を解析 した と
ころ、4、14、23、37、56、64、79、122位 の リジンにおいてDCAが1分 子付加 してい ることが判 明 した。
次 に、 ヒス トンH3の 各 リジ ン残 基の反応性 につい て検討す るため、 ヒス トンH3に 対 してDCAア シル
アデニ レー トを1当 量 、!/10当 量、1/100当 量 添加 し、先 と同様 に反応 した後 、酵素消化反応物 をイムノア
フィニテ ィー抽 出 に付 し、MALDI-TOFMS分 析 を行 った。 その結果、1当 量お よび1/10当 量 のアデニ レー
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トを用 いる とき、4位 リジンにDCAの 付 加 したペプチ ドが検出 された。最 もN末 端側 に存在す るLys4は 、
ピス トンH3分 子内の最 もフ レキシブル な リジン残基であ るため、DCAア シル アデニ レー トが接 近 しやす
く、 このため に付加反応が優先的 に生 じた もの と考 えられた。
4位 リジ ンのメチル化 は転 写 を活性化 させ る うえ、そのメチル化酵素SMYD3が 癌細胞 に高発 現 してい
る ことが知 られている。不可逆的かつ非酵素的 な修飾であ る胆汁酸付加 が4位 リジンに優先的 に生 じると
い う本研究の成果は、古 くか ら二次胆汁酸の関与 が指摘 される大腸癌発 症 メカニズム との関連 を連想 させ
る。近年、 ヒ ト腸上皮細胞か らア シルCoAリ ガーゼが単離 され、 このこ とか ら腸上皮細胞 中での胆汁酸ア
シルアデニ レー ト生成 の可能性が考 えられ る。腸上皮細胞が、再吸収の過程 で一時的に高濃度の遊離型胆
汁酸 に暴露 される ことを考 えると、生体内 における胆汁酸付加 ピス トン生成 の可能性 が示唆 され、本研 究
の成果が蛋 白質分子 レベルでの大腸癌発症機構解 明の一助 となることが期待 される。
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審 査 結 果 の 要 旨
カルボキシル基 を持 つ生体内生理活性物 質の多 くは、CoAチ オエステルに変換 された後 グリシン、 タウ
リンとの抱合反応 や β酸化反応等 を受 けることが知 られてい る。最近胆汁酸 においてこ うしたCoAチ オエ
ステルへ の変換 に先立 って24位 カルボキシル基 を介 したアデ ノシンモ ノフォス フェー ト(AMP)と の縮
合体 であ るアシルアデニ レー トを生成するこ とが見い出 されている。 このアシル アデニ レー トは一種 の混
合酸無水物 であ り、反応性が高 く、水溶液 中で非酵素的 にア ミノ基 と容易 に反応 し、対応す るア ミ ド体 を
生成す る。一方 、従来 よ りデオキ シコール酸(DCA)の ような二次胆汁酸が大腸癌の プロモー ター として
働 くこ とが知 られている。本研究 は、こ うした これ までの事 実 を基 に、細 胞内 ピス トンH3が 可動性 に富
み、 しか もN一末端部 に リジ ン残基が数多 く存在 す るこ とに着 目し、アシル アデニ レー トに よる胆汁酸の
付加体生成 を予測 し、その証 明を試み たものである。
蛋 白質一小分子付 加体 の生成証 明には、 これ を酵 素消化 して得 られ るペ プチ ド断片混合物 のマススペ ク
トロメ トリー(MS)に よる解析が最 も適切 な手法 となる。 しか し、多種 、多量 のペプチ ド混 合物 中の微
量標 的付加 ペプチ ドを探 し出すのは大変 に困難であ る。そ こで特異性 の'高い抗体 を利用 するアフ ィニ ティ
ー抽 出法 を適用す る こととし、その条件 の設定 を行 った。す なわち、抗DCAモ ノクローナル抗体 をアガ
ロースゲル に固定 化 し、モデル蛋 白質一DCA付 加体 を用いて、最適 条件 を設定 した。本手法 ではDCA付
加ペ プチ ドのみが抽 出 ・回収 され、その他 のペ プチ ドは容易 に除去で き、付加ペプチ ドの解析が極め て容
易であった。
引 き続 きピス トンH3-DCA付 加体生成 に検討 を加 えた。すなわち、 ヒス トンH3に 対 して10倍 のDCAア
シルアデニ レー トを添加 し、緩衝液 中インキュベー トし、エ ン ドプ ロテアーゼArg-Cを 用 いる酵素水解後、
先 のア フィニテ ィー抽出 に付 し、MALDI-TOFMS、 並 びにnano-ESI-MSIMS解 析 を行 った。そ の結果9種
の付 加ペ プチ ドが認 め られ、結合位置 は4、14、23、37、56、64、79、122位 の リジ ンである ことが判明
した。次 いで、DCAア シル アデニ レー トの量 を1等 量以下 に し、同様 の実験 を行 ρた ところ、4位 リジン
のみにDCAが 結合 してお り、この位置 に優先 的に胆汁酸 の付加す ることが判 明 した。4位 リジ ンのメチル
化 は転写 を活性化 させ る上、そのメチル化酵素が癌細胞 に高発現 してい るとい う知見が最近報告 され てお
り、大腸癌発症 と付加体生成 との関係 に興味が持 たれ る。
以 上、本 研究 は胆汁酸 の生体 内活性 中間体で あるア シル ァデニ レー トが ピス トンH3の4位 リジンと選
択 的 に反応 し、対応 す る付加体 を生成す るこ とを初 めて見 い出 した ものであ る。 よって、本論文 は博:士
(薬学)の 学位論 文 として合格 と認め る。
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